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VALIDASI METODE UJI KADAR ALBENDAZOL
DENGAN MENGGUNAKAN SPEKTROFOTOMETER UV/ VIS
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ABSTRAK

Telah dilakukan validasi metode terhadap uji kadar alhendaerol dengan menggunakan metode spekirofotometri- di Unit Uji Farmasetik dan
Premiks, Balai Besar Penguiian Mutu dan Sentifikasi Obat Tlewan (BBPMSOIT). Metode uji ini merupakan metode yang dikembangkan oleh
BEPMSOIT denzan menggunakan spekirolotometer UV/VIS, Paramater validasi metode yang divkur adalah: presisi, akurasi, lincarias, limit
detekst dan limit kuantitasi, Parameter wji presisi, akurasi dan Fearitas menunjukkan hasil yvang baik. dimana nilai limit deteksi adalah 0,22 pg/
mL. dan limit keantitasi adalah 2,15 peml. Hasil validasi deri snalisis albendarol menggunakan metode spekirolvtometri TV-Vis memberikan
hasil yang dapal diterima dan dapat dizunakan sebagai metode yang baik untuk menjamin mutu hasil vang valid,

Kata kunci: validasi, metoda vjl, albenduol, spekirofotomerer TTV-VIS

ABSTRACT

Validation for analysis method of albendazole using spectropholometry bas been conducted in Pharmaceutical and Premix Assay Unit, the
Mational Velerinary Drug Assay Laboralory (NVDAL). This analysis method was a developed method wiing spectrophutometric UV-Vis, The
parameters of validation were carried outs precision, accuracy, linearity, lmit of detection (LODY) and limil of quantity {LOC), Precision, accuracy
and Tinearity showed sood results with LOTY values of 0.22 gz mL ! and LOGQ of 115 peml -, sespectively. The results of vahdation tests showed

that albendazole analvsis using spectrophotometric method can be wsed as a good method to provide a valid test of quality assurance.
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PENDAHULUAN

Salah satu tugas dan fungsi Balai Besar Pengujian
Mutu Obat Hewan (BEPMSOH) dalam SK Menteni
Pertanian No. 628/628/Kpts/OT.140/12/2003 adalah
pelaksanaan pengembangan teknik dan metoda pengujian
muty obat hewan. Sejalan dengan hal tersebut, pada buletin
BBPMSOH edisi No, 16 Tahun 2011 telah dilakukan
pengembangan pengujian albendazol dengan metode
spekirofotometri. Selaku laboratorium penguji yang
berpedoman pada ISO SNIJTEC 17025:2008, maka
BBPMSOH harus melakukan validasi terhadap metode
baru vang dikembanghkan.

Menurut [SO SNLITEC 17025: 2008 validasi adalah
konfirmasi melalui pengujian dan penyediaan bukti objektit
bahwa persyaratan tertenta untuk sustu maksud terpenuhi,
Jadi validasi metoda pengujian adalah suatu tindakan
penilaian terhadap parameter tertentu, berdasarkan
percobaan laboratorium, untuk membuktikan bahwa pa-
rameter tersebut memenuhi persyaratan untuk
penggunaannya (6). Parameter unjuk kerja pengujian
antara lain adalah presisi (keseksamaan), akurasi
{kecermatan), spesifisitas, batas deteksi, batas kuantisasi,
linearitas, rentang dan ketangguhan (5.6). Pemilihan pa-

rameter yang akan diuji tergantung dari jenis dan metode
pengujian vang akan divalidasi.

Validasi metode sangat penting dilakukan olch
laboratorium, karena dengan melakukan validasi dapat
diketahui tingkat kepercayaan yang dihasilkan dari suatu
metode pengujian (5). Seclain it validasi metode
merupakan salah satu bentuk jaminan mutu hasil kepada
pelanggan, dimana metode yang digunakan telah terbukti
baik schingga hasil yvang dikeluarkan oleh BBPMSOH
adalah valid.

Albendarol merupakan anthelmentik yang cukup
dikenal luas di dunia kedokteran hewsan. Jumlah obat hewan
yang mengandung albendarol yang telah terdaftar di In-
donesia terus meningkat. Dalam Indeks Obat Hewan In-
donesia tabun 2007 terdapat 24 produk sedangkan pada
Indeks Obat Hewan Indonesia 2009 meningkat menjadi
35 produk. Pada tabun 2008 jumlah sampel dengan zat
aktif albendarol vang masuk ke BEPMSOH dalam rangka
registrasi ulang maupun baru adalah 35,71% dari
keseluruhan sampel anthelmintik sedangkan pada tahun
2014 jumlahnya meningkat menjadi 39,13% dari total
sampel anthelmintk.

Albendazol merupakan anthelmentik spektrum Tuas
vang umumnya digunakan untuk membasmi nematode
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ataupun cestoda di ruminansia. Albendazol diindikasikan
untuk membasmi endoparasit di sapi yaitu Ostertagia
astertagl, Haemonchus spp., Trichostrongvlus spp.,
Nematodius spp.. Ceoperia spp.. Bunostomum
phlebotomum, Oesphagostomum spp., Dictacaunlus spp.,
Fasciola hepatica (dewasa), dan Moniezia spp. Albendazol
jura digunakan untuk mengontrol endoparasit pada domba,
kambing dan babi. Pada kucing, albendazol digunakan
untuk mengobati infeksi Paragonimus kellicotd dan juga
digunakan untuk mengohati capillariasis balk pada kueing
maupun anjing. Khusus pada anjing, albendazol digunakan
unituk mengobati infekst Filaroides. Umumnya albendazol
tersedia dalam bentuk cair maupun bolus (7.8).

Mengingat jumlah sampel yang cukup signifikan
dan pentingnya memberikan jaminan mutu hasil kepada
pelanggan dengan hasil uji yang valid, maka perlu
dilakukan validasi terhadap metode pengujian albendazol
dengan menggunakan spektrofotometri yang telah
dikembangkan oleh BEPMSOH. Hal ini penting untuk
memberikan bukti bahwa metode vang dikembanghkan
tersebut memiliki unjuk kerja vang baik.

MATERI DAN METODE

Alat dan Bahan

Sampel anthelmintik yvangz mengandung albendazol,
asam aselal glasial 100% (CH,COOH), asam asetat
anhidrida, kristal violet, asam perklorat 70% (HCIO,),
metanol poa., asam klorida 37%, standar albendazol,
neraca, eclenmeyer 300 mL, buret, statif, magnctic stirver,
vortex, labu ukur 500 mL, pipet ukur, Tabu ukur 50 mL,
spektrofotometer UV-Vis.

Lji Presisi

Timbang sejumlah sampel setara 50 — 100 mg
albendazol, masukkan dalam labu ukur 50 m] dan encerkan
dengan pelarut anthelmentik (8.1 ml. HCL 37% dilarutkan
dengan methano! p.a. sampai 500 mL}, buat pengenceran
bertingkat densan mengeunakan pelarut anthelmintik
schingea didapatkan konsentrasi akhir 10 11 ppm. Untuk
standar, timbang dengan tepat 10 mg standar albendasol
(SIGMA), encerkan dan buat pengenceran bertingkat
dengan menggunakan pelarut anthelmintik sehingga
mendapatkan konsentrasi akhir adalah 10 ppm.

Hitung kadar yang didapat dari sampel dan ulangi
pengujian diatas 10 {(sepuluh) kali kemudian hitung
koelisien variasi (CV) (4,6). Rumus untuk menghitung
kadar albendazol dapat dilihat dengan rumus scbagai
berikut:

Aspl Cstd
X x  100% (rumus 1)
Astd Cspl
Aspl = serapan sampel
Astd = serapan standar
Cstd = konsentrasi standar
Cspl =konsentrasi sampel

Milai OV didapat dengan menghitung standar deviasi
(S03), kemudian nilai Relanf Standar Deviasi (RS1) dengan
rumus sebagal berikut:

5D ='\[E{ x-xF

(n-1}

sD
RSy=
x

OV =RSD x 10090 (rumus 2)

n = jumlah pengulangan

x = kadar albendazol pengujian ke-x
x = rata-rata kadar albendazol.

Milai €V metode penzujian ini kemudian
dibandingkan dengan OV Horwite. Nilai OV Horwite

didapatkan dengan rumus:
OV (%) = 066 X 21950 frumus 3)
(" = konsentrasi analit saat diukur
Uji Akurasi

Penghitungan unjuk kerja akurasi metode dilakukan
dengan membandingkan hasil uji spektrofotometri dengan
hasil uji metode standard yaitu dengan metode titrasi bebas
air {4). Uji spekirofotometer dilakukan sebagaimana dalam
uji presisi sedangkan uji titrasi bebas air dilakukan
schagaimana terdapat dalam Farmakope Obat Hewan Indo-
nesia.

(ara kerja uji titrasi bebas air adalah sebagai berikut
timbang sampel sctara dengan 50 - 100 mg albendazol,
tambah [0 ml asam asetat glasial dan 40 ml asam asetat
anhidrida. Titrasi dengan HCIO, 0.1 W (larutan 8.5 mL
HC10,70%, 500 mL. asam asetat glasial, 21 ml. asam asetat
anhidrida dan tambah asam asetat glasial sampai batas
volume 1000 mL) dengan menggunakan kristal violet
schagai indikator. Setiap mL asam perklorat 0,1 N sctara
dengan 26,53 mg C| 11 N 0,8 (albendazol). Hitung kadar
albendazol dalam sampel dengan menggunakan rumus:

Vox 26,53
w 100% (Tumus ¢}
B spl
v = volume (ml.) HCIO, 0.1 N mencapai titik akhir
Bspl = myg kandungan albendaeol dalam sampel (3)



Ulangi masing-masing pengujian tersebut diatas 10
(sepuluh) kali dan lakukan uji statistik dengan wji t (ot =
01.05) untuk mengetahui perbedaan hasil dari kedua metode
tersehut,

Uji Liniearitas

Timbang sejumlah 10 mg standar albendazol,
lakukan pengenceran bertinghat dengan menggunakan
pelarut anthelmintik sehingga mendapatkan 5 (lima)
konsentrasi : 2,5 ppm, 5,00 ppm, 7.5 ppm, 10 ppm dan 2{)
ppm. Ukur serapan dari tiap konsentrasi dengan
menggunakan spektrofotometer UV dengan panjang
gelombang 254 nm dan hitung nilai koefisicn korelasi ().
Nilai r didapat dari analisis regresi linier dengan rumus
4

a | bx (rumus 3)
intersep

slope

= serapan

e = R
Il

Limit Deteksi dan Limit Kuantisasi

Batas deteksi dan kuantitasi dapal dihitung secara
statistik melalui garis represi linier dari kurva kalibrasi yang
didapat dari uji linearitas. Untuk mendapat nilai batas
deteksi dan kvantisasi gunakan nilai slope (b) dan
simpangan baku residual (SD) ) (6). Hitung Limit Deteksi
dengan rumus:

3 x 5D, (rumus 6)
h
Sedanghkan Limit Kuantisasi dibitung dengan rumus:
10 % 5D (rumus 7

b
5D = simpangan baku residual
b =slope

HASIL DAN PEMBAHASAN

Uji Presisi

Presisi atau keseksamaan adalah ukuran yang
menunjukkan derajat kesesuaian antara hasil uji individual,
diukur melalui penyebaran hasil individual dan rata-rata
jika prosedur diterapkan secara berulang pada sampel-
sampel yang diambil dari campuran vang homogen (6).
Ui presisi metode ini dilakukan dengan cara keterulangan
vang dilakukan oleh penguji yang sama atau repeatabilitas.
Hasil pengujian kadar albendazol dengan menggunakan
spektrofotometer UV adalah sebagai berikut:
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Tabel 1. Hasil Uji Kadar Albendazol Dengan

Spektrofotometer
Pengulangan ke: Kadar Albendazol
] K 103,19%
o 2 92,08 %
T 3 98 9% 9,
B F 99,17 %
5 | 9szae 1
[ G, 50 2%
i 97.34 %
a8 9591 %
9 9543 %
10 I 04,46 %
Rata-rata 97,75 %
8D 2,47
RSD 1 0,025

Milai OV dari pengujian ini adalah 2,52 %5 sedangkan
OV Horwitz vang techitung adalah 4,19%. Dari hasil
tersebut tampak balwa OV dari hasil pengujian dengan
metode ini lebih kecil dari OV Horwitz, Menurut Harmita
{2004) suatu metode pengujian dikatakan baik jika nilai
CV nya lehih keeil dari OV Horwite, schingga bisa
dikatakan bahwa metode uji albendazol dengan
menggunakan spekirofotometri mempunyai presisi yang
baik.

Uji Akurasi

LIji akurasi dapat dilakukan dengan beberapa metode,
salah satunya adalah dengan membandingkan hasil dan
metode yang divalidasi dengan hasil uji metode standar
(4). Metode standar vang digunakan adalah dengan titrasi
bebas air yang terdapat dalam Farmakope (Ybat Hewan
Indonesia 2009, Hasil uji kadar albendazol dengan metode
titrasi bebas air terdapat dalam Tabel 2.

Tabel 2. Hasil Uji Kadar Albendazol denzan Metode

Titrasi Bebas Air
Pengulangan ke: Kadar Albendazol
= ST
2 100,34 %
i 3 100,34 % 1
4 9%
5 9790 1,
T 6 97904, |
i 7 9790 U
8 97.90
9 97.90 %
11 97.90 %
Rata-rata 98,39 9,
5D 1.029
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Hasil uji dengan menggunakan spektrofotometer
yang telah dilakukan pada pengukuran presisi metode
dibandingkan dengan hasil pada Tabel 2, Kedua hasil
tersebut dibandingkan dan diuji statistik dengan #-fest stu-
dent {4 = 0,05) dan didapatkan bahwa keduanya tidak
menunjukkan perbedaan yang nyata (t hitung = 0,757. 1
tabel = 2,179 db = 12).

Uji Linearitas

Linearitas adalah kemampuan metode analisis yang
memberikan respon yang secara langsung atau dengan
hantuan transtormasi matematik yvang baik, proporsional
terhadap konsentrasi analit dalam sampel (6). Hasil
abzorbansi untuk wji lincaritas terdapat dalam tabel 3.

Tabel 3. Hasil Serapan Untuk Uji Linearitas

Std Albendazol Serapan Regresi
{mg/L.)
0,0 0,000 0,005
| 25 17 o070 | 0073 |
5.0 T 0155 | 6.4
10,0 T 0272 0,277
20.0 0547 | 0548
40,0 1020 | 1.0%0
I Intersep 0,0154 J
i Slope 00254
T 0,9992 1

Dari data Tabel 3. didapatkan nilai r adalah 0.9992,
sedangkan syarat dari suatu metode uji mempunyai
linearitas vang baik jika nilai r lebih besar dari 0,98 (4).
Hal ini membuktikan bahwa metode uji albendarol dengan
spektrofotometri mempunyai linearitas yang baik.

Limit Deteksi dan Limit Kuantisasi

Definisi hatas detekst menurut Harmita (2004) adalah
jumlah terkecil analit dalam sampel vang dapat dideteksi
dan masith memberikan respon signifikan dibandingkan
dengan blanko. Dari hasil perhitungan diperoleh batas
detelsi untuk pengujian albendazol dengan metode
spektrofolometri vaitu pada konsentrasi 0,22 pg/ml.. Ini
berarti bahwaalbendazol pada konsentrasi terschut masih
dapat terbaca absorbansinya tetapi tidak dapat digunakan
dalam perhitungan, karena dapat membuat bias dalam
perhitungan,

Sedangkan batas kuantitasi merupakan parameter
pada analisis renik dan diartikan schagai kuantitas terkecil
analit dalam sampel yang masih dapat memenuhi kriteria
cermat dan scksama. Nilai batas kuantitasi pada pengujian
ini sebesar 2,15 pe/ml.. Konsentrasi tersebut merupakan

konsentrasi terkecil vang tidak menimbulkan bias dalam
perhitungan.

KESIMPULAN

Metode wuji  kadar albendazol dengan
spekirofotometer telah divalidasi dan memiliki presisi,
akurasi dan linearitas yang baik. Limit deteksinya adalah
0,22 ug/ml dan limit kuantisasi adalah 2,15 pg/mL. Dari
hasil validasi ini maka metode uji kadar albendazol dengan
spektrofotometri dapat digunakan sebagai metode uji yang
baik, karena mampu memberikan jaminan mutu hasil yang
valid,
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